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Vektor fQr Leber-Gentherapie 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen Vektor fur die leberspezif ische 
. Gentherapie; Anwendungsgebiete sind die Medizin und • die 
Gentechnik. 

In den vergangenen Jahren sind zahlreiche Methoden und Vektoren 
fiir die Gentherapie entwickelt worden (tJbersicht in Mulligan 
/1993/ Science 260, 926). Dabei werden viele Vektoren, vor allem 
solche, die von Retroviren Oder Adenoviren abgeleitet sind, 
favorisiert. Beide Virus-Vektortypen sind relativ breit 
anwendbar, wobei retrovirale Vektoren nur bei teilungsfShigen 
Zellen effektiv sind und Adenoviren auch bei ruhenden Zellen 
funktionieren. Beide Vektortypen sind zwar fiir die 
GenObertragung in Leberzellen (Hepatozyten) in vitro geeignet, 
kdnnen aber f ttr eine in vivo Anwendung zur Gentherapie beim 
Menschen kaum in Betracht gezogen werden. WShrend fiir die 
Anwendung retroviraler Vektoren eine Leberteilresektion zvir 
Stimulierung von Zellteilung (Regeneration) erforderlich wird, 
ist der adenovirale Gentransf er nicht sehr steibil (keine 
Integration in das Genom) . 

Alternative Vektoren mit potentieller Anwendbarkeit fiir den 
Lebergentransf er basieren auf Liposomen oder auch auf 
Multikomponenten-Partikeln mit ProteindomSnen , die spezifisch an 
bestimmte Rezeptoren der Leber (z.B. Asialoglykoprotein- 
Rezeptor) binden und durch deren IntemalisierTing in die Zelle 
aufgenommen werden kdnnen (tJbersicht in: Versland et al /1992/ 
Seminors in Liver Disease 12, 332). Bin wesentlicher Nachteil 
dieser Vektoren besteht in der Auf nahme flber den endozytokischen 
Weg, der zu einer Degration eines groBen Teils der Vektoren und 
ihrer DMA in den Endosomen fQhrt, so daB nur wenig 
funktionsfShige DMA den Zellkem errelchen kann. 
Eine LQsung fiir dieses Problem wurde zwar far die in vitro 
Anwendung gefunden; diese ist aber nicht auf die Situation in 
vivo (am Patienten) anwendbar. Sie baslert auf der 
gleichzeitigen Infektion der Zielzellen mit Adenovirus, was zur 
Aufiesung der End somen und Preisetzung von Vektor (DMA) fOhrt. 
(Curiel, D.T., Agrawal, S., Wagner, E. und Gotten, M. 1991, PNAS 
88, 8850-8854). 
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Ziel der Erfindung ist die Konstrxiktion eines Vektors, der 
Leberzellen in vivo hochspezif isch findet, von den Zellen 
effektiv aufgenommen wird und eingebrachte therapeutische Gene 
in den Zellkem einschleusen kann. Der Vektor soli fur die 
Gentherapie beim Menschen einsetzbar sein. 


Die Erfindung wird gemaB Anspruch 1 realisiert, die 
Unteranspruche 2-9 sind Vorzugsvarianten . 

Erfindungsgemafl wird ein therapeutisches Gen, das an einen 
Promoter gekoppelt ist, in eine Polypeptidhaile verpackt und mit 
Proteindomanen des HBV chemisch, enzymatisch oder Ober 
Antikorper gekoppelt. Als therapeutisches Gen wird die cDNA 
eines Gens verwendet, das bei der zu behandelten Krankheit 
defekt ist, d. h. fehlt oder durch Mutation verandert ist. 
Beispiele fOr solche Gene sind das LDL-Rezeptor-Gen, dessen 
Fehlen die haufigste Stof fwechselerkrankung der Leber, die 
familiare HypercholesterinSmie, verursacht, und das Alpha-l- 
Antitrypsin-Gen. 

Als Promotoren dienen leberspezif ische Promotoren, bevorzugt 
Promoter/Enhancer des Hepatitis-B-Virus wie z.B. die 
Kombinationen core-Promoter/ enhancer II. sie sind neben ihrer 
Spezifitat auch klein genug , un leicht in einen 
Expressionsvektor eingebaut werden zu konnen. Auch in Betracht 
fflr die Konstruktion des erf indungsgemSBen Vektors konnnen 
Promotoren leberspezif ischer Gene wie Albumin, PEPCK 
(Phosphoenolpyruvat-carboxykinase) oder OTC (Omithintrans- 
carbamylase) . 

Die fOr die Verpactaing verwendete PolypeptidhQlle besteht 
vorzugsweise aus chromosomalem Protein wie z. B. gereinigtem 
HMGl. Gleichemaflen geeignet sind auch andere DNA-bindende 
Proteine wie z. B- Protamine oder Hepatitis-core-Protein. Dieses 
Protein ist deshalb besonders geeignet, weil es auBer seiner 
DNA-Bindungs- und DNA-KondensationsfShigkeit eine natOrliche 
Komponente des Hepatitis-B-Virus ist und deshalb den Einbau in 
VirushOllen begtinstigt. 

Die Polypeptidhfllle kann gemdB der Erfindung auch aus 
Polyaminosauren eines Typs basischer Amin sSuren hergestellt 
werden, wobei sich in erster Linie Poly-L-Lysin und Poly-L- 
Omithin eignen. 
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Das erfindungsgemaB als gekoppelte Komponente eingesetzte 
partikulare pra-Sl/S-Protein des Hepatitis-B-Virus kann aus 
Virus-produzierenden Zellen isoliert werden. Pra-Sl/S-Protein 
wird aber aus Sicherheitsgriinden vorteilhafterweise gentechnisch 
hergestellt. Oerartige Niikleinsture-freie Partikel stellen von 
der auBeren Oberflache gesehen eine vollstandige VirushQlle dar. 
Damit hat der resultierende Vektor eine hohe Homologie zum 
natiirlichen Hepatitis-B-Virus und kann deshalb den 
Infektionsmechanismus nachvoll Ziehen. 

Anstelle der Verwendung der kompletten Virushailproteine ISfit 
sich die Erfindimg auch mit Liposomen als Transportvehikeln 
realisieren. Dabei wird die Oberflache der verwendeten Liposomen 
durch pra-Sl/S-Protein so modifiziert, dafi eine Aufnahne Ober 
Hepatitis-B-spezifischen Hechemismen mdglich ist. 
Die Herstellung der Vek-toren erfolgt gemSB Anspruch 10, die 
UnteransprQche 11-13 sind Vorzugsvarianten . Ein vorteilhaftes 
Verfahren besteht z.B. darin, daB die Kopplung des in HM61 
verpackten Gens an prS-S/Sl-Proteine des HBV kovalent mittels 
Tremsglutiaminase-Reaktion, erfolgt. 

Der erfindungsgemafie Vektor ermdglicht, ein ge«7tinschtes Gen in 
das Gewebe, insbesondere die Leber eines Fatienten einzufOhren 
und seinen Heg zum Funk-tionsort optimal zu gestalten. Das 
erfolgt beispielsweise dadurch, daB der Vektor konfektioniert 
und einem Patienten Ober die Blutbahn, vorzugsweise Ober die 
Portal vene der Leber, verabreicht wird. Mit der Erf indung wird 
eine wesentliche Voraussetzung fOr eine Therapie genetischer 
Erkreuikungen der Leber geschaffen. 

Die Erf indung soil nachf olgend durch ein Ausf Qhrungsbeispiel 
ndher erldutert werden. 
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Anwendungsbeispiel 

1. Expression von HBV-Hullpr teinen in Insektenzellen 

Die HUlle des HBV-Virus besteht aus drei Proteinen. Sie sind 
Translationsprodukte eines offenen Leserahaens im HBV-Genom'mit 
unterschiedlichen Initiationsstellen. WShrend das grofie Hiill- 
protein (L: P39, GP42) die Domanen Pra-Sl, Pra-S2 und S enthSlt 
besteht das mittlere (M: P33, GP36) aus Pra-S2 und S und das 
kleine HUllprotein (S: P24, GP27) nur aus der Domane S. 
Die Gene des kleinen (S) und groBen (L) HBV-HUllproteins werden 
durch Amplifikation aus dem Genom des Hepatitis B Virus (Subtyp 
ayw) gewonnen. Piir das L-Gen werden verschiedene Varianten er- 
stellt, um die Sekretion des Proteins zn erleichtern. Sie kodie- 
ren fOr ein H-terminal verkiirztes L-Protein (Deletion der Aaino- 
sauren 1-6) , ein L-Protein, dessen Myristilierungsort mutiert 
wird (Aminosaure 2 Gly~>Ala) bzw. eine Fusion mit der Melli- 
tin-Signalsequenz . 

Alle Gene werden einzeln in den Baculovirus-Transfervektor 
PVL941 (Phanningen) kloniert und stehen unter Kontrolle des 
Polyhedrin-Promoters. Nachtraglich wird ein DNA-Fragment , beste- 
hend aus dem Polyhedrin-Promoter und dem S-Gen in alle Vektoren 
dxe varianten des L-Gens enthalten, derart eingefiigt, dafl beide 
Expressionseinheiten in gleicher Orientierung vorliegen und von 
Baculovirus-Sequenzen flankiert sind. 

Die rekombinanten Plasmide und Baculovirus-DNA (BaculoGold 
Pharmingen) werden mit Lipofectin in Spodoptera Trugiperda-Zel- 
len (Sf9) kotransfiziert. Durch homologe Rekombination zwischen 
Plasmid und Virus-DNA werden rekombinante Baculoviren erzeugt 
welche die HBV-Hailproteine unter Kontrolle des Polyhedrinpromo- 
ters in infizierten Sf9-Zellen expremieren. Die Synthese dieser 
Proteine wird im Westemblot nachgewiesen. Elektronenmikrosko- 
pxsch wird gezeigt, daB die HUllproteine zu Partikeln assoziie- 
ren. 

Nach wiederholter Passagierung der Viren auf Sf9-Zellen werden 
Spinnerkulturen (lo' Sf9-Zellen) infiziert. 72 Stunden nach 
infektion werden die Zell n durch Sedimentati n gewonnen und 
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Nach Abtrennung von Membra- 
nen durch Sedimentation erfolgt die Reinigung der HUllpartikel 
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wahlweise durch Zentifugation im CsCl-Dichtegradienten oder 
durch Affinitatschromatografie. Hierbei finden S-spezif ische 
mon klonale AntikSrper Anwendung. 

2. Expression und Reinigung von HMGl 

Das Gen des Nichthistonprotelns HMGl der Ratte wird aus dem 
Vektor zur bakteriellen Expression pT7RNHHGl [Bianchi, E., Gene, 
104 (1991) 271-275] entnommen und in den Baculovirus-Transfer- 
vektor PVL941 kloniert. Rekombinante Baculoviren werden nach dem 
fttr HBV-Gene beschriebenen Verfahren erzeugt. Der Expressions- 
nachweis erfolgt durch Coomassiefarbung der Proteine nach SDS- 
Polyaczylamidgelelektrophorese . 

Zur Reinigung von Ratten-HMGl aus infizierten Sf9-Zellen wird 
ein Zelllysat durch Aufschlufi mit Ultraschall erzeugt, Membranen 
durch Sedimentation abgetrennt und das Lysat mit 2% TCA gefallt. 
Der Oberstand wird anschlieSend einer Azetonf ailung im sauren 
Milieu unterzogen. Das entstehende PrSzipitat wird gelSst und 
durch lonenaustauschchromatographie Uber eine Mono Q-Saule im 
Kochsalzgradient fraktioniert. Die bei l,7M NaCl eluierte Frak- 
tion enthait elektrophoretisch reines HMGl. 

3. Herstellung von DNA-HMGl-Komplexen 

Nach Bottger et al. [Biochim. Biophys. Acta 950 (1988) 221-228] 
wird Plasmid-DNA der Form 3 sequenzunabhangig von HMGl gebunden 
und kondensiert. 

Die Bildung der DNA-Protein-Komplexe erfolgt dxirch schrittweise 
Zugabe eines zvanzigfachen Masseiiberschusses cin HMGl zu einer 
DNA-I.osung von SOjiig/ial in ISOmM NaCl lOmM Tris/HCl bei pH 8,0. 
DNA-Bindung und Kondensation werden durch Gelretardation und 
Sedimentation im Sacharosegradienten nachgewiesen . 

4. Bindung von DNA-HMGl-Komplexen an HBV-Partikel 

HBV-HUllproteine werden mittels Tremsglut«uainase kovalent mit 
HMGl vemetzt. In dieser Reaktion treten e-Aminogxnippen der 
Lysin im HMG-Holektil als Acyl-Akzeptor und 7-Karboxamidgruppen 
der Glutaminreste im HBV-L und S-Protein als Acyld nor auf . 
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Die Reaktion wird Ih bei 37»C in ISOmM NaCl, lOmM CaClj 20inM 
Tris/HCl pH 8,0 mit 0,5 Einheit n Meerschweinchen-Transglutami- 
nase bei einem Masseverhaltnis von HMGl : HBVL+S = iO:l durch- 
gefiihrt. 

S.Infektion primarer humaner Hepatozyten mit dem Gentransf ervek- 
tor 

Eine konf luente Monolayerkultur humaner Hepatozyten wird 5 Tage 
nach Anlage fOr 12 Stiinden mit dem Transf ervektor infiziert. Das 
Plasmid pBAG [Proc. Natl. Acad. Sci. 84 (1987) 156-160], das das 
Gen der B-Galaktosidase aus E.coli vinter Kontrolle eines retro- 
viralen LTR enthSlt, wird in den Vektor verpackt. Der Nachweis 
des Gentransf ers erfolgt 48 Stunden nach Infektion durch den in 
si tu-Enzymtest fUr B-Galaktosidase. 
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Patentansprache 

1. Vektor fiir die gewebespezif ische Gentherapie, gekennzeichnet 
dadurch, daB ein therapeutisches Gen, das an inen Promoter 
gekoppelt ist, mit einer Polypeptidhiille verpackt und an 
Komponenten des Hepatitis B-Virus gekoppelt wird. 

2. Vektor fiir die leberspezif ische Gentherapie nach Anspruch 1, 
gekennzeichnet dadurch, daB ein therapeutisches Gen, das an 
einen Promoter gekoppelt ist, mif einer PolypeptidhUlle 
verpackt und an komponenten des Hepatitis B-Virus gekoppelt 
wird. 

3. Vektor hach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daB als 
therapeutisches Gen die cDNA eines Gens verwendet wird, das bei 
der zu behandelnden Krankheit defekt ist. 

4. Vektor nach Anspruch 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, dafi als 
Promoter ein leberspezif ischer Promoter, bevorzugt ein 
Promoter /Enhancer von Hepatitis B verwendet wird. 

5. Vektor nach Anspruch 1 bis 4, gekennzeichnet dadurch, daB die 
Polypeptidhdlle aus einem chromosoraalen Protein, vorzugsweise 
aus gereinigtem HHGl, besteht. 

6. Vektor nach Anspruch l bis 5, gekennzeichnet dadurch, daB die 
Polypeptidhaile aus core-Protein von von Hepatitis B besteht. 

7. Vektor nach Anspruch I bis 5, gekennzeichnet dadurch, daB die 
PolypeptidhQlle aus Polyaminosauren eines Typs basischeir 
Aminosauren hergestellt wird. 

8. Vektor nach Anspruch 1 bis 7, gekennzeichnet dadurch, d£iB als 
gekoppelte Komponente partikulSres prS-Sl/S-Protein des 
Hepatitis B-Virus eingesetzt wird. 
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9. Vektor nach Anspruch 1 bis 8, gekennzeiclmet dadurch, daB als 
gekoppelte Komponente Liposomen mit gebundenem pra-Sl-Peptid 
eingesetzt werden. 

10. Verfahren zur Herstellung des Vektors nach Anspruch 1 bis 9, 
gekennzeichnet dadurch, daB die Kopplung des verpackten Gens an 
die Komponente(n) des Hepatitis B-Virus chenisch, enzymatisch 
Oder fiber Antikorper durchgefuhrt wird. 

11. verfahren zur Herstellung nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
dadurch, das die Kopplung mit einem bifunktionellen Linker, 
3bevorzugt SPDP, durchgefuhrt wird. 

12. Verfahren zur Herstellung nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
dadurch, daB die Kopplung mit Transaminase durchgeffihrt wird. 

13. Verfahren zur Herstellung nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
dadurch, daB die Kopplung mit bispezifischen Antikorpem 
durchgeftihrt wird. 

14. Verfahren zur Anwendung des Vektors nach Anspruch 1 bis 9 
gekennzeichnet dadurch, dafl der Vektor konfektioniert und einem 
Patxenten fiber die Blutbahn, vorzugsweise fiber die Portalvene 
der Leber, verabreicht wird. 
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INTERiNATIONALER RECHERCHENBERICHT 
Feld 1 Bcmerlcimgen zu den AMiirucheii, die sich ab nidit recherehierbar 


Gnlnden fOr besinimte Ansprtlehe kdn Re ch t rchen beficfat enteOC 
• H ^si^'Viif CegetutiMe beaehen, lu dertn Rt UiuOn die Behdrde tdAl verpfliditet irt. nimlieh 

Bemerkung : Obwohl der Anspruch 14 s1ch auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschlichen/tlerlschen Korpers bezleht, wurte die Recherche durch- 
gefuhrt und grundete s1ch auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung/ 
Zusammensetzung. 

daB eioe arnivoUe in 


^ ^iSTtS^^ um abhingige Ann^ehe h«ddc, £e mchl en«pi«he«l S«2 2 und 3 der Regd 6.4 ») abgeftflt siad. 


d II Bcmerkungen bei nuagelnder Einheitlidikeit der Erfmdimg (FortMttuiig ron PuiHU 2 auf Blatt 1) 


a AnsprOche der inteniaiioi 


1. rn DafOrii . ^ ^ . 

' — ' zuiiuliehe Reeherehengebtthr gsreehttmigt WWe. hmfie If 
CebOfar uifgefordert. 


I I p> der ^'^'""^' ^^T^^ ^^^^^ 
dnd. najniieli suf die AnspntdM Nr. 


Der Anraeider hat die er*Brderltehen 
' ^anhMMM hri nkt nch daher aui 


ebenbetidtc trt—tT^"*" «ich date auf die ia den AaspntdieB mem etwihate Erfindunc die« ii 


□ 

I I OieZahtuiig 


voo Blau t (t))(Jufi 1991) 


